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RESUMEN 
El diclofenaco es un (AINES) cuyo nombre químico es 2-[2-[(2,6-diclorofenil) amino] fenil] 
acético, que posee propiedades analgésicas y antiinflamatorias. En la presente investigac ión 
se evaluó el efecto del diclofenaco a diferentes concentraciones sobre la fecundación de 
Tetrapygus niger “erizo negro de mar”. Cada grupo experimental estuvo conformado por  
cinco gotas de óvulos y dos gotas de espermatozoides  en 120 mL, de agua de mar 
previamente filtrada a un pH 7,1  y  a la temperatura de 19 ± 1 ºC; expuestos  a  25 ppm; 50 
ppm, 75 ppm  y 100  ppm del diclofenaco. La determinación del efecto del diclofenaco en 
el proceso de fecundación se realizó a través del recuento de óvulos que presentaron la 
membrana de fertilización a los 30 minutos de exposición. Los resultados obtenidos 
evidencian que a mayor concentración del diclofenaco a 100 ppm disminuye el porcentaje 
de fecundación hasta alcanzar un 36%; esto se debería probablemente a que el fármaco  
estaría ocasionando la desestabilización de la membrana plasmática del espermatozoide, no 
permitiendo el normal proceso de fecundación. Por otro lado el análisis de varianza mostró 
diferencias significativas entre las diferentes concentraciones, conformando cuatro grupos 
estadísticamente homogéneos en función a su efecto. 
Palabras claves: Diclofenaco, fecundación, Tetrapygus  niger, óvulo,  espermatozoide. 
ABSTRACT 
Diclofenac is a (AINES) whose chemical name is 2 - [2 - [(2, 6 - dichlorophenyl) amino] 
phenyl] acetic, which has analgesic and antiinflammatory properties. In this research was 
evaluated the effect of different concentrations of diclofenac on the process of fertiliza t ion 
of Tetrapygus niger “black sea urchin ".  Each experimental group consisted of five drops 
of eggs and two drops of sperm in 120 mL of previously filtered seawater at pH 7.1 and 
temperature of 19 ± 1 º C , exposed to 25 ppm , 50 ppm, 75 ppm and 100 ppm of diclofenac.  
Determining the effect of diclofenac in the fertilization process was performed by counting 
of eggs presented fertilization membrane at thirty minutes of exposure. The results obtained 
show that the higher concentration of diclofenac at 100 ppm decreases the percentage of 
fertilization until it reaches 36%; this is probably due to the fact that the drug would be 
causing the destabilization of the plasma membrane of the sperm, not allowing the normal 
process of fertilization. On the other hand, the analysis of variance showed significant 
differences between the different concentrations, forming four statistically homogeneous 
groups according to their effect. 
Keywords: Diclofenac, fertilization, Tetrapygus niger, ovule, sperm 
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INTRODUCCIÓN 
 
Los fármacos son componentes biológicamente activos, empleados para restablecer la salud; estas 
sustancias pueden tener efectos parecidos, incluyendo los adversos en los humanos y animales, ya 
que comparten muchos receptores y moléculas blanco similares, que se han conservado a través de 
la evolución 1.   El uso de los fármacos, en la actualidad puede tornarse irracional debido al 
desconocimiento acerca de su dosificación y aplicación, a la automedicación por parte de las 
personas; así  como también el exceso de la propaganda farmacéutica entre otros; el aumento  del 
consumo del diclofenaco sin prescripción médica en los últimos años  ha creado una preocupación 
con respecto a estos antiinflamatorios, ya que su consumo en altas dosis  traería como consecuencia 
una contaminación mayor en los ambientes acuáticos de este fármaco como los reportados 
por  Borgmann2. 
Los agentes antiinflamatorios no esteroideos (AINES) son los fármacos recetados con mayor 
frecuencia en todo el mundo. Sin embargo, su utilidad clínica sigue estando limitada principalmente 
por los efectos secundarios nocivos que producen sobre todo en el tracto gastrointestinal 3.  El 
diclofenaco es un (AINES) cuyo nombre químico es 2-[2-[(2,6-diclorofenil) amino] fenil] acético, 
que posee propiedades analgésicas y antiinflamatorias 4.   
Los equinoideos son organismos ecológicamente importantes en todos los sistemas marinos litorales 
del mundo. Su estudio ha estado relacionado con la genética, distribución, comportamiento, 
fisiología, crecimiento, reproducción, bioquímica y ecología 5,6.  Tetrapygus niger “erizo negro de 
mar” es un herbívoro de amplio espectro dietario capaz de consumir algas tanto fijas en el sustrato 
como libres, tiene una alta densidad e intenso pastoreo que pueden generar  y mantener zonas 
desprovista de vegetación 7; esta especie habita aguas someras, se encuentra  tanto en los niveles 
inferiores del intermareal rocoso en ambientes expuestos y protegidos 8;  se distribuye desde Paita en 
Perú hasta el estrecho de Magallanes en Chile  y  desempeña un rol importante en la estructura y 
organización de las comunidades que integra 9,10.   
T. niger es un organismo dioico, que  no presenta dimorfismo sexual, una hembra puede expulsar 
millones de óvulos en un volumen de 10 - 20 ml; el macho expulsa los espermatozoides en 
proporciones similares 6.  La fecundación comienza cuando el espermatozoide se pone en contacto 
con el óvulo. En primer lugar el espermatozoide del erizo de mar es atraído hacia el gameto femenino 
por quimiotaxis, a través de una molécula llamada resact que se encuentra en la capa gelatinosa del 
óvulo, posteriormente se realiza la reacción acrosómica mediante las interacciones de la membrana 
celular del espermatozoide con compuestos de la capa gelatinosa del óvulo. Estos compuestos se 
unen a receptores específicos localizados sobre la membrana celular del espermatozoide. Esta unión 
aumenta la respiración,  abre canales iónicos de calcio en la membrana celular, activa las bombas 
de hidrógeno, el pH intracelular aumenta 11. 
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En particular T.  niger,  constituye uno de los organismos modelo, más utilizados en los estudios de 
fecundación y desarrollo embrionario temprano; debido a la fácil obtención de sus gametos, la 
realización de la fecundación y además  las etapas del desarrollo embrionario pueden ser identificadas 
claramente 12. Es una especie que tiene un rápido crecimiento, sus gónadas maduran en corto tiempo 
y se tiene la facilidad de mantenerlos en cautiverio 13. 
Se han realizado estudios referidos al efecto toxicológico y teratogénico del extracto metanólico de 
Cinnamomun zeylanicum “canela” sobre huevos de T. niger encontrando que la canela es 
ligeramente tóxico y posee efecto citotóxico sobre el erizo de mar 14. Por otro Hwang et al. 15 
estudiaron el efecto adverso del triclosan (TCS) sobre los parámetros reproductivos y desarrollo 
embrionario de Strongylocentrotus nudus “erizo de mar. Además la investigación de Valdez 16 
reporta que el diclofenaco tiene un efecto tóxico, presentando daño oxidativo y genético sobre 
Daphnia magna en condiciones de laboratorio. 
Debido a la importancia de T. niger “erizo de mar” el cual desempeña un rol importante en la 
estructura y organización de las comunidades que integra y considerando al diclofenaco como un 
fármaco peligroso y bioacumulable para el medio ambiente es que en el presente trabajo se determinó 
el efecto del diclofenaco a diferentes concentraciones sobre el proceso de fecundación de Tetrapygus 
niger “erizo negro de mar”. 
 
 
MATERIAL Y MÉTODOS 
Material biológico: 
Se utilizaron treinta especímenes de Tetrapygus niger “erizo negro de mar”, entre 
aproximadamente 60 y 80 gramos, asegurando su madurez sexual.  
Fármaco:  
Se utilizaron grageas de Diclofenaco sódico por 100 mg. Laboratorio Novartis.  
Colecta de especímenes 
Se realizó en la zona pedregal del puerto Salaverry, el muestreo fue aleatorio sistemático colectando 
los especímenes de aproximadamente 60 – 80 g, asegurando que se encuentren sexualmente maduros. 
Los erizos de mar fueron recolectados con la ayuda de una espátula y fueron transportados al 
laboratorio en condiciones naturales en agua de mar en depósitos de plástico.  
Diseño experimental 
Se realizó un diseño completamente al azar para tal fin se preparó cuatro concentraciones del 
diclofenaco con agua de mar previamente filtrada  dos veces a las concentraciones de  100 ppm; 75 
ppm; 50 ppm; 25 ppm y el grupo control, se realizaron tres repeticiones para cada ensayo.  
Obtención de los gametos de T. niger “erizo de mar” 
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El sexaje de los individuos se determinó al observar el color de los gametos. Los óvulos de T. niger 
fueron de color rojo vinoso y el esperma fue blanco cremoso. Para la obtención de las gónadas se 
realizó cuidadosamente la disección de los erizos por el eje ecuatorial, con una tijera de disección. 
Se obtuvo las gónadas femeninas y masculinas, posteriormente se lavaron con agua de mar filtrada 
y con la ayuda de un gotero se removían las gónadas con el fin de liberar los gametos así como 
también para eliminar el tejido celómico y restos internos, óvulos y los espermatozoides fueron 
colocados en placas Petri 17,18, posteriormente lavados se usaron en el proceso de fecundación. 
Fecundación de T. niger “erizo negro de mar” 
Se realizó el sorteo de cada una de las concentraciones en los respectivos vasos de precipitación, 
posteriormente se colocó 120 ml de cada concentración en su respectivo vaso con cinco gotas de 
óvulos y 2 gotas de espermatozoides 19, dejando 30 minutos hasta la formación de la membrana de 
fertilización 20; después se agregaron unas 6 gotas de formol al 40% a todos los vasos. Los 
experimentos se realizaron por triplicado con diferentes grupos de erizos negros de mar en diferentes 
fechas. 
Evaluación del efecto del diclofenaco en el proceso de fecundación de T. niger  “erizo negro de 
mar” 
Para evaluar el efecto del diclofenaco sobre el proceso de fecundación, se realizó el conteo de óvulos 
con la membrana de fertilización en base a 100 óvulos fecundados totales por cada tratamiento, 
realizadas con la ayuda de un microscopio Olympus CX 21 a 40X.  Los datos fueron tomados a los 
30 minutos de exposición al fármaco.  
Análisis estadístico: 
Los datos obtenidos fueron organizados en tablas, se realizó el análisis de varianza para la 
comparación de los diferentes tratamientos ensayados y la prueba de contraste de medias de Tukey 
con una probabilidad de error de 0,05; utilizando el programa Infostat versión libre actualizada 2018 
para Windows 21. 
RESULTADOS 
Para evaluar el efecto del diclofenaco en el proceso de fecundación de Tetrapygus niger “erizo negro 
de mar” se presenta los siguientes resultados en figuras y tablas. En la tabla 1 y figura 1 se presenta 
el promedio del porcentaje de fecundación en óvulos de T. niger a diferentes concentraciones y a 30 
minutos de exposición del diclofenaco, observando que a mayor concentración del fármaco el 
porcentaje de fecundación va disminuyendo. 
En la figura 2A se observa el óvulo rodeado de espermatozoides, figura 2B se observa el cigoto con 
la membrana de fertilización. 
En la tabla 2 se observa el análisis de varianza y la prueba de contraste de medias de Tukey para el 
proceso de fecundación a las diferentes concentraciones y 30 minutos de exposición al diclofenaco. 
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Tabla 1. Porcentajes de fecundación de Tetrapygus niger “erizo negro de mar” a 
diferentes concentraciones y 30 minutos de exposición al diclofenaco. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las letras (a-d) representan los 4 grupos estadísticamente homogéneos según el test de comparación múltiple de 
medias (Tukey). Los promedios relacionados con la misma letra no presentan diferencias significativas entre 
ellos para un valor de p<0,05. 
 
 
 
          Tratamientos 
Porcentaje  
de fecundación 
0 ppm 96 ±3 
25 ppm 85 ±5 
50 ppm 81 ±4 
75 ppm 64 ±3 
100 ppm 36 ±4 
Fig. 1   Porcentaje de fecundación de Tetrapygus niger “erizo negro de mar” a diferentes   
concentraciones y 30 minutos de exposición al diclofenaco. 
 
a 
b 
c 
c 
d 
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Tabla 2. Análisis de varianza de la fecundación de Tetrapygus niger “erizo negro de 
mar” a diferentes concentraciones a 30 minutos de exposición al diclofenaco.  
 
DISCUSIÓN 
Los erizos de mar son importantes consumidores de algas y como tal desempeñan un papel clave en 
el ecosistema. Sirven para el reciclaje de los elementos minerales y degradan la materia orgánica 
hasta un nivel que pueda ser nuevamente aprovechado por los productores primarios 22. Los 
bioensayos con los gametos de erizos de mar se han utilizado como un método sensible, sencillo y 
confiable para monitorear y evaluar la contaminación marina 23. 
De acuerdo a los resultados obtenidos para evaluar el efecto del diclofenaco sobre el proceso de 
fecundación de Tetrapygus niger “erizo negro de mar” podemos observar (tabla 1 y figura 1) que el 
porcentaje de fecundación va disminuyendo a medida que se incrementan las concentraciones hasta 
obtener un 36% a 100 ppm, resultados similiares a los obtenidos por Hwang et al. 15 encontrando que 
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 
F.V. SC gl CM F p-valor 
Modelo 6492.27 4 1623.07 110.16 <0.0001 
Concentración 6492.27 4 1623.07 110.16 <0.0001 
Error 147.33 10 14.73   
Total 6639.6014     
Fig. 2  Proceso de fecundación en Tetrapygus niger   “erizo negro de  mar”  A. óvulo rodeado por 
espermatozoides   B. Cigoto mostrando la membrana de fertilización a los 30 minutos de 
exposición al fármaco (Aumento 40X).  
 
A B 
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el triclosan disminuye el porcentaje de fecundación a las concentraciones de 0.1; 0.5; 1.0 (uM) a 
diferencia de la investigación de Manzo et al. 12 quienes obtuvieron que la capacidad de fertilización 
de los espermatozoides fue ligeramente afectada por nanoparticulas de ZnO. 
Este bajo porcentaje de fecundación en T. niger  a diferentes concentraciones del diclofenaco,  
probablemente se debería a que el fármaco competiría con algunos receptores de membrana celular 
del espermio encargados de activar a las proteínas Rho – cinasas,  que se encuentran en la región 
acrosómica, pieza intermedia y flagelo, las cuales activan las vías de transducción de señales, 
encargadas de la hiperactivación, reconocimiento celular entre el espermatozoide y óvulo, aumento 
de la concentración del calcio citosólico, exocitosis de los gránulos corticales y la polimerización de 
la actina 24.  En la figura 2A se observa a un óvulo no fecundado a los 30 minutos; estos resultados 
podrían deberse a la desestabilización de la membrana plasmática del espermatozoide en respuesta 
al diclofenaco, y por consiguiente la alteración de la integridad funcional de la membrana celular 15. 
Los espermatozoides se componen de una sola célula altamente especializada, que al ser expuesta a 
sustancias tóxicas, puede resultar en un daño inmediato, por lo tanto, reducir o suprimir su capacidad 
de fertilización. Estas alteraciones a nivel de la membrana probablemente podrían explicar el bajo 
porcentaje de fecundación, afectando el éxito reproductivo 25.  
Estos resultados encontrados se deben a que el diclofenaco afecta el proceso de fecundación; así 
como también podemos mencionar que los factores ambientales como la temperatura 26,27 y la 
oxigenación juegan un papel muy importante en el proceso de fecundación, ya que los erizos de mar 
son organismos de tamaño pequeño y los cambios ambientales impactan de manera relevante en su 
desarrollo y supervivencia 28. 
Las diferencias del efecto de las diferentes concentraciones del diclofenaco sobre el proceso de 
fecundación confirmadas por el análisis de varianza (tabla 2) que evidenció la existencia de 
diferencias significativas entre los tratamientos, por lo tanto se aplicó la prueba de comparación de 
promedios de Tukey (figuras 1) estableciéndose la conformación de cuatro grupos estadísticamente 
homogéneos en función a su efecto.   
Los analgésicos como el diclofenaco resultan tóxicos para los crustáceos y dañinos para los peces; 
por otro lado de acuerdo a la clasificación de peligro ambiental y valoración de riesgo de ingredientes 
farmacéuticos en Suecia (2002) el diclofenaco está clasificado como peligroso para el ambiente, y se 
considera además potencialmente bioacumulable 29. Muchos contaminantes orgánicos e inorgánicos 
que se originan desde las actividades humanas, industriales, productos químicos tales como los 
pesticidas, fármacos, vertientes residuales domesticas son depositados y concentrados en los 
sedimentos acuáticos. Algunos de estos contaminantes químicos son muy persistentes, mientras que 
otros son más susceptibles a transformaciones físicas, químicas o biológicas 30. Por otro lado Jones 
et al. 31 categorizaron como ambientalmente dañino a los analgésicos como el diclofenaco, dado que 
la concentración que mata al 50% de la población (EC50) obtenidas para este grupo de fármacos 
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fluctuó entre 10 y 100 mg/L para crustáceos y peces 32. Diversos estudios han demostrado la toxicidad 
de este fármaco en mamíferos, pero poco son los estudios sobre el efecto del diclofenaco en especies 
marinas 16.  
  
CONCLUSIONES 
 
En el proceso de fecundación de Tetrapygus niger “erizo negro de mar” en el cual no se empleó el 
diclofenaco se obtuvo un porcentaje de fecundación del 96%. 
El porcentaje de fecundación en T.  niger “erizo negro de mar” disminuye conforme se incrementan 
las diferentes concentraciones empleadas del diclofenaco, alcanzando valores del 36% a 100 ppm. 
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